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RESUMO

A isquemia é um dos problemas mais frequentes e desafiadores com que os
cirurgidbes vasculares se defrontam e é ao mesmo tempo paradoxal, pois, ao
restabelecer o fluxo sanguineo para um tecido podem ser desencadeadas
alteracoes locais ou sistémicas mais intensas que a isquemia per se. Estas
complicacdes estao relacionadas com a liberacdo de radicais livres de oxigénio. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do antioxidante alopurinol e do pds
condicionamento isquémico (PCi), que sdo ciclos de reperfusdo intercalados com
ciclos de isquemia, sobre as consequéncias deletérias da isquemia seguida de
reperfusdo em um modelo de isquemia padronizado em membros caudais de ratos.
Este estudo foi aprovado pelo CEUA da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
Para tanto foram utilizados 30 ratos da linhagem Wistar, fémeas, com
aproximadamente 3 meses de idade. Os animais foram aleatoriamente distribuidos
em cinco grupos: Grupo A (SHAM): animais que nao foram submetidos a isquemia
dos membros caudais; Grupo B : animais submetidos a 2 horas de isquemia e
reperfusdo apenas uma vez; Grupo C : animais receberam, por gavagem a dose de
100 mg/kg de alopurinol, uma hora antes do procedimento cirurgico, depois foram
submetidos a 2 horas de isquemia e reperfusao apenas uma vez; Grupo D: animais
foram submetidos a 2 horas de isquemia e trés ciclos de reperfusdo (dois minutos
cada) intercalados com trés ciclos de isquemia (dois minutos cada) e Grupo E :
animais receberam dose de 100 mg/kg de alopurinol, uma hora antes do
procedimento cirdrgico, depois submetidos a 2 horas de isquemia e trés ciclos de
reperfusdo (dois minutos cada) intercalados com trés ciclos de isquemia (dois
minutos cada). Trés dias apds foram coletadas amostras de sangue para analises
bioquimicas: Ureia, Creatinina,  Aspartato = aminotransferase,  Alanina
aminotransferase, Creatinoquinase, Lactato e mensuracdo da capacidade
antioxidante total pelo método baseado no 2,2”- azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS) e coleta de segmentos do intestino delgado para analises
histolégicas. Foi observado efeito protetor do uso de alopurinol e do Poés
condicionamento isquémico através da mensuragdo da creatinina, AST, ALT e
lactato, que preveniram o aumento causado pela isquemia. Com relacdo a
Capacidade Antioxidante Total, ficou evidente o beneficio do PCi, mas nao do
alopurinol. Em relagdo as analises histolégicas, ambos os métodos foram eficazes
em minimizar os efeitos lesivos do processo de isquemia e reperfusdo mesentérica.
Logo pode-se concluir que, o alopurinol e mais notadamente o PCi exerceram efeito
protetor, alcangando significancia estatistica.

Palavras chave: antioxidante, isquemia, reperfuséao.



ABSTRACT

Ischemia is one of the most common and challenging problems that vascular
surgeons are facing and is at the same time paradoxical, therefore, to restore blood
flow to a tissue can be triggered local or systemic changes more intense than
ischemia per se. These complications are related to release of oxygen free radicals.
The aim of this study was to evaluate the effects of allopurinol antioxidant and post
ischemic conditioning on the deleterious effects of ischemia followed by reperfusion
in a standardized ischemia model in rat members’ flows. This study was approved by
CEUA the State University of Ponta Grossa. Therefore, we used 30 Wistar rats,
female, approximately 3 months old. The animals were randomly divided into five
groups: Group A (SHAM ): Animals that were not subjected to ischemia of the caudal
members; Group B: Animals subjected to 2 hours of ischemia and reperfusion only
once; Group C: animals were given by gavage at a dose of 100 mg / kg of allopurinol,
one hour before surgery, they were then subjected to 2 hours of ischemia and
reperfusion only once; Group D: Animals were subjected to 2 hours of ischemia and
three reperfusion cycles (two minutes each) interleaved with three ischemia cycles
(two minutes each) and Group E: Animals received 100 mg / kg of allopurinol, one
hour before the surgical procedure, then subjected to 2 hours of ischemia and
reperfusion for three cycles (two minutes each) interleaved with three cycles of
ischemia (two minutes each). Three days after Blood samples were collected for
biochemical analysis: Urea, Creatinine, Aspartate aminotransferase, Alanine
aminotransferase, Creatine kinase, Lactate and measurement of the total antioxidant
capacity by the method based on 2.2”- azinobis 3- ethylbenzothiazoline -6- acid
sulfonic (ABTS) and collection segments of the small intestine for histological
analysis. It was observed protective effect of the use of allopurinol and Post
conditioning (PCi) ischemic by measuring creatinine, AST, ALT and lactate, which did
not show a significant increase. Regarding the Total Antioxidant Capacity was
evident the benefit of PCi, but not of allopurinol. As to the histological analyzes, both
methods were effective in minimizing the harmful effects of ischemia and reperfusion
process mesenteric. As a result it can be concluded that allopurinol and especially
PCI exerted a protective effect, reaching statistical significance.

Keywords: antioxidant, ischemia, reperfusion.
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INTRODUCAO

A Isquemia é definida como a perda do suprimento sanguineo por reducao do
fluxo arterial de um tecido, em que ha comprometimento da oferta de substratos
metabdlicos, incluindo a glicose (PINHEIRO et al., 1999). Reperfusao é o termo
utilizado para definir o restabelecimento do fluxo apés um periodo de isquemia.

A reperfusado, passo légico para lidar com qualquer situagao de isquemia, é
considerada como um fator importante na deterioracdo do quadro de leséao local e
sistémico. Contraditoriamente, € a grande responsavel pelas principais lesées nas
células do érgao isquemiado e pode agravar o dano celular isquémico, levando
paradoxalmente a complicacdes sistémicas como a sindrome da angustia
respiratéria do adulto, disfun¢des renais, hepéticas e ocasionalmente, até ao cenario
sombrio da sindrome de disfuncéo sistémica de mdultiplos érgaos (FERRO et al.,
2010; MIRANDA et al., 2004).

Estas complicacdes em 6rgaos distantes aqueles que sofreram a isquemia e
reperfusdo ocorrem devido aos diferentes mediadores liberados na circulagdo
sanguinea sistémica tais como leucécitos, citocinas pro-inflamatérias, adesinas e as
espécies reativas de oxigénio (ERO) (CIZ et al., 2001).

EROs sao substancias que apresentam um elétron ndo emparelhado em seu
orbital externo, o que gera forte carga destrutiva de diversos componentes celulares,
principalmente quando produzidos em excesso, ou quando suplantam mecanismos
organicos de defesa (THOMPSON et al., 1998). A cadeia respiratéria produz estes
radicais em consequéncia de processos metabdlicos normais, mas na vigéncia de
um estresse oxidativo, a exemplo dos processos de isquemia e reperfusao (I/R) ou
inflamatoérios, ha explosdo de sintese destas espécies reativas do oxigénio. A
isquemia cria condicées para que, no momento da reperfusdo, enzimas ativadas
participem da reducao do oxigénio molecular gerando oxirradicais que podem levar a
modificacdes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativagcdo ou mutagéao do
DNA (FERRO et al., 2010). Além disso, podem inativar varias proteinas (enzimas e
membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS).
Também podem iniciar a oxidacdo dos 4acidos graxos poliinsaturados das
membranas celulares (lipoperoxidacao) (HALIWELL et al., 1986).
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Pesquisas clinicas e experimentais, embasadas nos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos, tem proposto a utilizacdo de diferentes substancias com
a finalidade de evitar ou minimizar os efeitos deletérios secundarios a I/R, em sua
maioria utilizando ratos, sendo que a maioria nao apresentou resultados satisfatérios
a ponto de permitirem seu emprego na pratica clinica. Alguns, entretanto,
apresentaram resultados promissores. (GOMES., 2007; SANTOS et al., 2006; BITU-
MORENO et al., 2002). Nestas condigdes é reconhecida a importancia da enzima
xantina-oxidase na génese destas ERO. Portanto, o alopurinol tem o potencial
terapéutico para a redugcédo dos danos celulares secundarios a isquemia seguida de
reperfusdo e por consequéncia, as suas repercussoes. (GOMES et al,.2014)

Outras técnicas como o pds-condicionamento isquémico (PoCl), que consiste
em alguns ciclos de isquemia e reperfusao intercalados apds o periodo de isquemia
principal, foram aplicados com exceléncia em 6rgdos como o intestino, miocérdio e
figado. Os mecanismos envolvidos nos efeitos protetores do condicionamento
isquémico contra a I/R sdo complexos e ndo sao ainda totalmente conhecidos.
(PINHEIRO et al., 2009; SANTOS et al.,2010)

A isquemia seguida de reperfusdo € uma estratégia utilizada em cirurgias
reconstrutivas vasculares para a contencdo do sangramento e para re-
estabelecimento do fluxo em extremidades isquémicas, a qual pode contribuir em
determinadas condicdes, para a ocorréncia de complicacdes pos-operatérias. O
objetivo deste estudo foi empregar as abordagens do pds condicionamento
isquémico e do tratamento com alopurinol na tentativa de reduzir as lesées de

isquemia/reperfuséo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FISIOPATOLOGIA DA ISQUEMIA E REPERFUSAO

A isquemia é um dos problemas mais frequentes e desafiadores com que os
cirurgidbes vasculares se defrontam e é, ao mesmo tempo, paradoxal, pois, ao
restabelecer o fluxo sanguineo para um tecido ou 6rgao, podem ser desencadeadas
lesbes e alteracbes sistémicas e/ou locais ainda mais intensas e graves que a
isquemia per se. A lesao por isquemia-reperfusdo é definida como uma série de
eventos celulares resultantes da obstrucdo do fluxo sanguineo e subsequente falta
de oxigénio e nutrientes para as células, e que sao capazes de promoverem dano
organico (KUMAR et al.,, 2005). Os disturbios metabdlicos durante isquemia ou
hipdxia tissular sdo muito bem estabelecidos, porém evidéncias clinicas
experimentais demonstram que o0s principais eventos que levam a disfungdes
celulares e teciduais relacionam-se com a subsequente reperfusédo
(TAKHTFOOLADI et al.,2016).

O processo de isquemia e hipdxia se inicia com a oclusdo de uma artéria ou
enxerto. Quando este processo se desenvolve lenta e progressivamente, da
estenose hemodinamicamente significativa, até chegar a uma oclusdo total, ha
tempo e possibilidade de desenvolvimento de circulacdo colateral que pode
eventualmente evoluir para compensacgao da isquemia, pelo menos em parte. Esta
€ a situacao que costuma ocorrer, por exemplo, com a oclusao trombética arterial
sobre uma lesao prévia. Por outro lado, quando a oclusao arterial se faz de forma
abrupta, como acontece na embolia arterial, desencadeia de imediato intenso vaso
espasmo distal, seguido de trombose secundaria proximal e distal que, em funcao
da estase e perda da funcédo endotelial, se estende e oclui a circulagcao colateral,
agravando a isquemia (SILVEIRA et al.,, 2004). Nesse caso, a hipoxia tecidual em
geral é mais grave, culminando com alteragdes teciduais importantes e intensas
repercussodes clinicas (MAFFEI et al., 2002).

A intensidade da isquemia dependera do nivel da oclusdo, da circulagédo
colateral e do grau de demanda de oxigénio dos tecidos envolvidos. Nesse sentido,
o tempo de isquemia € um fator crucial na determinacgao da intensidade das lesées e
na viabilidade do membro (HAIMOVICCI et al., 1985). Alguns tecidos como 0s
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nervos periféricos e musculos, seriam menos resistentes a hipéxia em comparagao
com a pele (PERRY., 1991). Embora o mdusculo esquelético tenha taxa de
metabolismo relativamente variavel, quando comparado com outros tecidos
(cérebro, miocardio e rim), € o maior componente da extremidade inferior, atingindo
mais de 90% da atividade metabdlica (RUDERMAN et al., 1977; RULEIN et al,,
1990; SMITH et al., 1990). No inicio do periodo de isquemia, as alteracoes
bioquimicas das funcdes celulares basicas sao reversiveis, no entanto, quando essa
isquemia se prolonga, outra sequéncia de reagdes ocorre como consequéncia da
faléncia energética da célula (QUINONES et al., 1991).

Quando a tensdo de oxigénio diminui, perde-se a fosforilagdo oxidativa e
ocorre diminuicdo na geragao de ATP. Tal fato promove falha no funcionamento das
bombas de sbdio e potassio, havendo perda de potassio e influxo de sédio e agua
para o interior da célula, gerando edema celular (KUMAR et al., 2005). Em até 2
horas de isquemia, o metabolismo anaerdbio prevalece, levando ao aumento do
lactato e fosfato inorgéanico e a reducao do pH, do trifosfato de adenosina (ATP) e da
creatina em 40% do normal. Apds 3 horas de isquemia, os niveis de ATP reduzem-
se drasticamente e ha piora da acidose. Acredita-se que a reperfusao feita até esse
periodo (em até 3 horas de isquemia) seja capaz de restabelecer os niveis de ATP,
sem gerar lesdes teciduais (MORIN et al., 2001). O intervalo de tempo para que
esgotem os estoques de ATP é impreciso, mas estda demonstrado que periodos de
isquemia superiores a 5 horas, geralmente, produzem lesGes irreversiveis
(FERRARI, 2001). Na pratica clinica, onde além do fator tempo, leva-se em
consideracao os fatores associados a viabilidade do territério a ser revascularizado:
mobilidade, sensibilidade, cor, temperatura e auséncia de infarto dos tecidos, relata-
se 0 sucesso da revascularizacdo de extremidades até 6 a 8 horas de oclusao
arterial aguda (FURLANI et al., 2010; BLAISDELL et al., 1978).

Para reverter o estado isquémico, ha necessidade de restauracdo de fluxo
sanguineo. Em 1911, Labey realizou com sucesso a primeira embolectomia direta
em um doente com obstrucao arterial aguda (OAA). Devido a este tipo de cirurgia,
comecaram a surgir complicacdes até entdo inexistentes (BEYERSDORF et al.,
1989). Algumas dessas pareciam ser dependentes da revascularizacdo, ou seja,
ocorriam com a subita reperfusdo de musculos isquémicos e incluiam o

aparecimento de edema tenso, estase capilar, hemorragia, exsudato inflamatério
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agudo e mioglobinemia. Descreveu-se um fenémeno, hoje conhecido como
fenbmeno de nao-refluxo (no-reflow phenomenon), em que areas do musculo pés-
reperfusdo permaneciam, inexplicavelmente, sem perfusdo (BITU-MORENO et al,,
2002).

A partir dos estudos de Granger e colaboradores em 1986, descobriu-se que
o afluxo de oxigénio no tecido isquémico levaria a uma série de alteragdes
bioquimicas, inflamatérias e celulares mediadas principalmente pela formacao dos

radicais livres de oxigénio.

2.1.1 Isquemia e hipdxia

Quando a tensao de oxigénio dentro das células diminui, ocorre interrupcéao
de fosforilacdo oxidativa e, consequentemente, cessa a geracao de ATP. As
reservas sao rapidamente consumidas (HACKEL et al.,, 1988), e para manter sua
atividade, a célula passa a fazer glicélise anaerdbica, gerando trés moléculas de
ATP por unidade glicosil de glicogénio (revertida em lactato), o qual é rapidamente
depletado (REIMER et al, 1983). O ATP pode ser gerado, também
anaerobicamente, a partir do fosfato de creatina, pela acdo da enzima
creatinaquinase. O declinio nos niveis de ATP acelera ap6s trés horas de isquemia,
com virtual exaustdo das reservas de fosfocreatina (HARRIS, et al.,1980). A vias
anaerébicas mantém as bombas ibnicas, o potencial de membrana e a funcao
contratil, apesar da producdo de acido latico que se difunde para o intersticio
causando edema e acidemia (YOSHIDA, 1996).

Com o esgotamento dessa fonte energética, ha faléncia das bombas e,
consequentemente, o gradiente ibnico das células altera-se com saida de potassio e
magnésio e entrada de sédio e célcio para o meio intracelular, causando edema
celular, da matriz e das cristas mitocondriais (MORIN et al., 2001; YOSHIDA., 1996).
Até este ponto, as lesbes ainda sao reversiveis com a reperfusdo
(PICCINATO,1991).

Persistindo a isquemia, o trombo arterial tende a se propagar, ocluindo as
saidas e entradas da rede colateral. Além disso, o edema tecidual acaba
comprimindo os vasos dentro dos tecidos e as proprias células dos vasos
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edemaciam, estreitando a luz vascular de arteriolas, capilares e vénulas (OURIEL,
2000). Simultaneamente ocorre uma perda progressiva de glicogénio e reducéo na
producédo de proteinas. O citoesqueleto se dispersa e ha formacao de numerosas
bolhas (blebs) na superficie celular, além da formagdo de figuras de mielina,
resultado da dissociacao de lipoproteinas com exposicao dos grupos fosfolipidicos e
retencdo de agua entre os folhetos lamelares das membranas. A esta altura, as
membranas ja se encontram edemaciadas pela perda de controle do seu volume,
dilatacao do reticulo endoplasmatico e edema celular com aumento na quantidade
de agua, sbdio e cloreto e diminuicdo nos niveis de potassio. Se a isquemia persistir
a lesdo torna-se irreversivel e havera necrose tecidual (KUMAR et al., 2005). Ocorre
vacuolizacdo das mitocondrias, alteracbes nas membranas plasmaticas e
ingurgitamento dos lisossomos (MORENO,1991; KUMAR et al., 2005). A maior
oferta de calcio intracelular ativa proteases citoplasmaticas (calpaina) que
combinadas com a grande concentracdo de hipoxantina, resultante da degradacéao
ininterrupta do ATP, convertem a enzima xantina desidrogenase para a forma
oxidase, que como se vera adiante, tem importancia nas lesées de reperfusdo. O
célcio ativa também as enzimas lisossémicas, que lesam diretamente as organelas
digerindo os componentes celulares progressivamente até causar a morte celular. A
enzima fosfolipase A2, que degrada o &cido araquiddnico também ¢é ativada dando
origem a mediadores da inflamacéo: leucotrienos, prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos (FERRO et al., 2010).

O leucotrieno B4, gerado pela via lipooxigenase, liga-se a receptores
especificos na superficie dos neutréfilos o que leva a sua adesdo e ativacao, por
meio do complexo CD11/CD18. Os leucécitos, ainda liberam enzimas proteoliticas,
radicais livres e outros produtos téxicos, piorando as condicdes locais. As enzimas
proteoliticas dos leucdcitos destroem o acido hialurénico e rompem as membranas
basais, aumentando a permeabilidade capilar e o edema intersticial
(FRANCISCHETTI et al., 2010). O aumento do fluido intersticial e do volume celular
pode aumentar a resisténcia vascular e, em associagdo com o0 aumento da
viscosidade sanguinea, concorre para o estabelecimento de uma barreira adicional a
restauracdo da perfusdo tecidual normal (YOSHIDA et al., 1998), dificultando a
reperfusdo, seja por empilhamento de células sanguineas vermelhas em capilares
estreitados por edema endotelial, seja pelo tampao (plugging) de neutrofilos
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(WELBOURN et al.,1991). De outro lado, os leucotrienos C4 e D4 causam
vasoconstricao, piorando a perfusado. A via ciclooxigenase produz prostaciclina (PGl-
2) no endotélio e possui acado antiagregante plaquetaria e vasodilatadora. Nas
plaquetas, € produzido em grande quantidade o tromboxano A2, potente
vasoconstritor, agregador e ativador das plaguetas e dos neutrdéfilos,
comprometendo a microcirculagdo. Nao obstante, dos efeitos antagdnicos de alguns
dos mediadores endoteliais e teciduais, prevalecem na isquemia: a vasoconstriccao,
a lesdo endotelial, a agregacao plaquetaria, a quimiotaxia e a ativacao de neutrofilos
(MORIN et al., 2001; YOSHIDA., 1996).

A reversibilidade deste processo relaciona-se diretamente com o tempo de
isquemia, de modo que o objetivo terapéutico principal é restabelecer a perfusao o
mais rapido possivel (TAKHTFOOLADI et al.,2016; STHAL et al., 1980).

2.1.2 Reperfusao

Foi Haimovici, em 1960, quem sistematizou e caracterizou as complicacdes
decorrentes da reperfusdo como uma sindrome, denominando-a sindrome
metabdlica mionefropatica, hoje também conhecida como sindrome de reperfusao,
sindrome do torniquete ou sindrome pds-isquémica (HAIMOVICI et al., 1960).

Evidéncias sugeriram que a reintroducao do oxigénio molecular nos masculos
isquémicos como o principal agente lesivo da reperfusdo. Através de experimentos
com alguns musculos esqueléticos de caes, foi descrita uma alteragdo da diferenca
de potencial transmembrana, que guardava proporcdo direta com o tempo da
reperfusdo (ROBERTS et al.,, 1985). Posteriormente, administraram imediatamente
antes da reperfusdo, superdoxido dismutase (SOD), uma enzima removedora do
radical superéxido, e observaram que a mesma prevenia a deterioracdo progressiva
da diferenca do potencial transmembrana (PERRY et al., 1985).

Culturas do endotélio da artéria pulmonar de ratos foram submetidas a
anoxia, seguida por reintroducao de oxigénio. No grupo controle, sem restricdo de
oxigénio, as células permaneceram viaveis durante todo o experimento. O processo
de anoxia seguido por reoxigenagdo produziu lesdo celular em 71% = 6% das
células. Também foi adicionado SOD e catalase as culturas. Os resultados
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demonstraram serem elas eficientes na atenuacdo de lesbes da anoxia-
reoxigenacao. E por serem igualmente efetivas, tanto antes da anoxia quanto antes
da reoxigenacao, conclui-se que as lesées ocorriam, primariamente, por ocasidao da
reperfusdao, mediadas por um processo dependente de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (BITU-MORENO et al., 2002; RATYCH et al., 1987).

Foi demonstrada a presenca de produtos de peroxidacao lipidica em baixos
niveis em musculos esqueléticos de caes, por ocasidao da isquemia. Um pequeno —
embora significante — aumento foi observado ao final da isquemia e, por ocasidao da
reperfusdo, um grande e substancial aumento foi relatado. Sabendo-se que os
radicais livres, agindo sobre os lipidios, provocam a formacao desses produtos, e
que as membranas celulares possuem lipidios como constituintes fundamentais de
sua estrutura, os autores sugeriram que os ERO agiriam primariamente nos lipidios
das membranas, lesando as células (LINDSAY et al., 1988).

Quando ocorre o restabelecimento no suprimento de oxigénio, os metabdlitos
toxicos sao removidos. No entanto o retorno de sangue rico em potassio e com pH
acido para a circulacao sistémica provoca efeitos metabdlicos em todo o organismo
(MIRANDA et al.,, 2004). Danos locais e sistémicos da isquemia-reperfusdo sao
associados diretamente a uma alta concentragao de neutréfilos na microvasculatura.
Tal interagédo neutrofilica e endotelial provoca disfuncao celular e destruicao tissular,
através de diversos mecanismos citotoxicos. Os neutréfilos sdo capazes de
promover a oclusdao de capilares e arteriolas e liberacao de diversas substancias
como radicais livres de oxigénio, enzimas citotoxicas e citocinas. Muitas dessas
substancias atraem leucécitos adicionais e aumentam fixagdo dos neutréfilos ao
endotélio vascular. Com o agravamento da lesdo, os neutrofilos infiliram-se nos
tecidos, enzimas e radicais livres sdo produzidos e amplificam a lesdo tecidual
(EVORA et al. ,1996).

2.1.3 Formacéo das espécies reativas de oxigénio na isquemia e reperfusao

A falta de ATP acarreta faléncia das bombas transmembrana e alteragdes no
gradiente ibnico das células, com afluxo de sédio e calcio para o meio intracelular
com a formacédo de edema celular. Além disso ativa-se a fosfolipase A2 e a calpaina
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entre outras proteases citoplasmaticas. Ocorre liberacdo do conteudo de organelas,
como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formacao de produtos citotoxicos
(como o malondialdeido), que lesam diretamente organelas celulares, culminando
com a morte celular (FERRO et al., 2010; FERREIRA et al., 1997). A fosfolipase A2
libera o acido araquidbnico, que dard origem a mediadores da inflamagédo, como
leucotrienos, prostaglandinas e tromboxanos. A acdo destas substancias
desencadeia adesdao e ativacdo neutrofilica, vasoconstricdo, lesdo tecidual,
agregacao plaquetaria e quimiotaxia na area isquémica (SILVEIRA et al., 2004;
MOURA et al., 2001).

A calpaina é uma protease calcio dependente, que durante a isquemia,
transforma a xantina desidrogenase, gerada pelo metabolismo anaerdbico, em
xantina oxidase. A enzima xantina oxidase constitui uma importante fonte de radicais

livres durante o processo de reperfusdo (FIGURA 1).

FIGURA 1: Eventos bioquimicos da isquemia — reperfusdo em um fagécito: Durante
a isquemia o ATP é degradado a hipoxantina e a xantina desidrogenase é convertida
a sua forma oxidase. Na reperfusdo, ha a reintroducao do O, molecular, e em uma
sequéncia de sucessivas reagdes de oxidorredugdo, novos oxirradicais sao

formados.
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No decorrer da isquemia, a xantina oxidase se deposita nos tecidos (NAUTA
et al,1990). Na reperfusdo, o oxigénio, ao passar na cadeia mitocondrial de
transporte de elétrons, capta um elétron com a participagéo da nicotinamida adenina
dinucleotideo hidrogenase (NADH). A partir de entdo, em uma sequéncia de
sucessivas reacoes de oxidorreducdo, cedendo um elétron livre ou recebendo um
elétron livre, novos oxirradicais sdo formados. O termo radical livre ndo é
considerado o mais adequado, pois nem todas as espécies reativas do oxigénio sao
radicais livres, e estes nem sempre sao oxidantes (MAIA, 2006). Quimicamente, 0s
radicais livres sdao atomos, moléculas ou ions que apresentam um elétron
desemparelhado, reativo e instavel, o qual, para alcancar a estabilidade, tende a se
ligar a outro elétron (FERRO et al., 2010; SOUZA et al., 2007).

Em situacdes fisioldégicas, a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) é o aceptor final de elétrons na cadeia respiratoria, que tem a participagcao

da enzima xantina desidrogenase catalisando essa reacdo, cujo produto final é a
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agua. Nos tecidos pés-isquémicos (na reperfusdo), ha o acimulo da xantina oxidase
que, ao invés do NADPH, utiliza o O, disponibilizado pela reperfusdo como aceptor
final de elétrons.

Durante esse processo também ha acumulo de hipoxantina. A enzima que
realiza a conversdo de hipoxantina a xantina utiliza oxigénio gerando o radical
superoxido (Oze-). Esse radical, espontaneamente ou por agdo enziméatica (reacao
com a superéxido dismutase-SOD), sofre dismutacdo em peroxido de hidrogénio
(H202). Esse ion promove liberacido de ferro, de modo que grande quantidade se
encontra disponivel na catalisacdo da conversao de peroxido de hidrogénio em
radicais hidroxil (OH¢)(NAUTA et al. ,1990). Na presenca de certos metais de
transicdo (Fe®*, Cu'*, Co?") o OH+ pode ser formado muito mais rapidamente, pela
equacao descrita por Fenton (FRANSCICHETTI et al., 2010).

A formacdo de radicais livres também pode ser explicada pela grande
diminuicdo dos componentes da cadeia respiratéria mitocondrial. No momento da
reperfusdo, ha producdo do &anion superdxido, devido ao aumento da taxa de
oxidagao de flavina semiquinona e ubi semiquinona e NADH desidrogenase. O
aumento da concentracdo das semiquinonas é devido a inibicdo da transferéncia de
elétrons na cadeia respiratéria (NAUTA et al. ,1990).

Outras vias de producdao de ERO conhecidas sdao a autoxidacdo de
catecolaminas e a enzima NADPH-oxidase neutrofilica. Os neutréfilos ativados
geram ERO nos vacuolos fagocitarios, pela ativacdo da oxidase nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPHoxidase), que converte o O, em &anion
superoxido (Oz-), seguindo-se a cadeia de eventos até a formacéo do radical OHe.
A mieloperoxidase presente nos leucécitos catalisa a reacdo do H-O.> com o cloro,
formando hipoclorito, potente agente oxidante (FRANSCICHETTI et al., 2010).

As ERO e produtos da reacdo inflamatéria funcionam como quimiotéaticos,
atraindo e ativando os leucécitos, os quais liberam varias enzimas proteoliticas,
como elastases, hidrolases, mieloperoxidases e proteases, causando destruicao
tecidual e amplificando a resposta inflamatoria e a quimiotaxia (MITCHEL et al.,
2006)

2.1.4 Toxicidade das espécies reativas de oxigénio formadas na reperfusao
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O radical hidroxila apresenta aspecto de grande importancia representado
pela acado iniciadora das lesdes, desde que € capaz de reagir com a maioria das
moléculas biolégicas (HALLIWEL et al., 1989).

As lesdes causadas pelo OH- sao localmente circunscritas, embora possam
determinar o aparecimento de radicais secundarios produzidos durante a sua acao,
0s quais poderao se difundir no meio intracelular ou mesmo no espaco extracelular,
sendo assim danosos em sitios distantes de seu local de origem.

Os principais alvos de ataques dos radicais livres nas células sdo as
proteinas, o ADN e os lipideos.

Quanto as proteinas, as modificacbes observadas causadas pelos radicais
livres na estrutura da molécula proteica podem contribuir na génese de processos
patolégicos de duas maneiras: pela modificagdo da estrutura de enzimas o que
acarreta alteracao na funcado enzimatica ou pela modificacao estrutural de proteinas
que desempenham importante papel na arquitetura celular (STADMAN et al., 1991).

Quanto ao ADN, os radicais livres sao responsaveis por modificacbes nas
bases nitrogenadas, levando assim a mutagénese e carcinogénese. Os radicais
livres podem interagir com as bases purinicas e pirimidinicas ou com a desoxirribose
(SARAFIAN et al., 1994).

A lipoperoxidacao é uma reagao em cadeia, representada pelas etapas de
iniciacao, propagacao e terminacao. (GARDES-ALBERT et al, 1991).

A reacdo inicia-se com o sequestro do hidrogénio do &cido graxo
poliinsaturado (LH) da membrana celular. Tal sequestro pode ser realizado pelo OH
ou pelo LO (radical alcoxila), com consequente formacao do L (radical lipidico). Na
equacao de propagacao, o L reage rapidamente com o O,, resultando em LOO
(radical peroxila), que, por sua vez, sequestra novo hidrogénio do acido graxo
poliinsaturado, formando novamente o L na segunda equacdo de propagacédo. O
término da lipoperoxidacao ocorre quando os radicais (L e LOO) produzidos nas
etapas anteriores propagam-se até destruirem a si préprios. A lipoperoxidacao pode
ser catalisada por ions ferro, por conversao de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) em
radicais altamente reativos (alcoxila, LO e peroxila, LOO), que, por sua vez, iniciam
nova cadeia de reagbes, denominada ramificagdo.(BORG et al., 1988).
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A reacao em cadeia prossegue e os peroxidos de lipidios acumulam-se na
membrana. Peroxidos lipidicos desestabilizam as membranas e as tornam
permeaveis aos ions. Radicais peroxil podem atacar além dos lipideos, as proteinas
da membrana, alterando enzimas, receptores e sistemas de transducao, e além
disso oxidar o colesterol, aumentando a producédo de LDL oxidada. (HALLIWEL; et
al., 1989).

2.1.5 Mecanismos antioxidantes

Diversos mecanismos de defesa antioxidante sdo encontrados em nosso
organismo. Tais mecanismos buscam limitar os niveis intracelulares dos radicais
livres, impedindo a inducdo de danos. Os agentes responsaveis por este processo
de protecdo, sdao denominados antioxidantes e segundo Halliwell e Gutteridge
(1999), podem ser definidos como qualquer substancia que, quando presentes em
baixas concentracées comparadas aquela do substrato oxidavel, retarda ou previne
significativamente, a oxidacao daquele substrato.

Os antioxidantes sdo capazes de atuarem em niveis distintos. O primeiro
mecanismo de defesa tem como objetivo impedir a producdo dos radicais livres,
principalmente através da inibigdo de reagbes em cadeia com o cobre e o ferro. O
segundo mecanismo de protecao diz respeito a interceptacdo dos radicais livres
gerados através de fontes enddgenas ou metabolismo celular, impossibilitando o
ataque a lipidios da membrana, aminoacidos que compdéem as proteinas, ligacao
dupla dos acidos graxos insaturados e as bases do DNA. Esse ultimo mecanismo de
protecdo é realizado por antioxidantes obtidos da dieta, tais como flavonoides,
carotenoides e vitaminas C, E e A (BIANCHI et al., 1999).

E possivel haver também reparo das lesdes geradas pelos radicais livres. Tal
processo apresenta-se relacionado a remocao dos danos causados na molécula de
DNA e reconstituicdo das membranas celulares que foram alvo de danos (BIANCHI
et al., 1999).

Existem dois sistemas de defesa antioxidantes: os antioxidantes enzimaticos

€ 0S nao enzimaticos.
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Os antioxidantes enzimaticos sdo conhecidos como antioxidantes endégenos.
Eles neutralizam as espécies reativas de oxigénio (EROs) excessivas e previnem
danos da estrutura celular. Sdo compostos pelas enzimas: superéxido dismutase
(SOD); catalase (CTL), peroxirredoxinas (Prx), glutationa redutase (GR) e glutationa
peroxidase (GPx) (ANDRADE et al., 2010).

Os antioxidantes nado enzimaticos s&o conhecidos como antioxidantes
suplementados na dieta. Fazem parte do sistema nado enzimatico, um grande
namero de compostos de baixo peso molecular, incluindo o acido ascérbico, o
tocoferol, diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido Urico,
acido a -lipoico (NORDBERG et al, 2001), zinco, taurinas, hipotaurinas,
betacaroteno e caroteno (MAIA, 2006).

Com excecéao da vitamina E, que € um antioxidante estrutural da membrana,
a maior parte dos agentes antioxidantes encontram-se no meio intracelular
(FERREIRA et al., 1997).

2.1.6 Estresse oxidativo

A formacgdo de radicais livres e as defesas antioxidantes encontram-se em
aproximado estado de equilibrio, portanto, o estresse oxidativo esta relacionado com
o aumento na producdo de EROs e redugdo nos niveis de antioxidante
(HIMMELFARB et al., 2004), ou seja, é a quebra do equilibrio entre a producéao de
EROs e os mecanismos de defesa antioxidantes, seja por aumento do primeiro, seja
por diminui¢do do segundo.

O estresse oxidativo e a producao de seus radicais € decorrente de dois
eventos fisiopatoldgicos principais: a isquemia seguida de reperfusao e 0s processos
inflamatérios. O estresse pode causar alteracbes locais e/ou sistémicas,
principalmente pela liberagdo de substancias citotdxicas (radicais livres derivados do
oxigénio entre outras), oriundas da cadeia respiratéria, ou de neutrofilos
polimorfonucleares e de células endoteliais (CIZ et al., 2001).

A cadeia respiratéria produz ERO em consequéncia de processos
metabdlicos normais. Mas, na vigéncia de um estresse oxidativo, a exemplo dos

processos de isquemia e reperfusao (I/R) ou inflamatérios, ha explosao de sintese
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destas espécies reativas do oxigénio. A isquemia cria condicbes para que, no
momento da reperfusdo, enzimas ativadas participem da reducao do oxigénio
molecular gerando oxirradicais. Os radicais livres derivados do oxigénio apesar de
agirem contra microrganismos agressores, também causam lesdes celulares graves,
se produzidos em grandes quantidades em face da manutencédo do agente causal.
Apesar do potencial destrutivo dos ERO, as células tém mecanismos de defesa que
bloqueiam ou limitam a acdo destes e que incluem sistemas enzimaticos
intracelulares, denominados como inativadores, bloqueadores ou varredores. Uma
producdo excessiva destes radicais, oriunda de processo patoloégico persistente,
pode suplantar tais mecanismos e causar leséo tecidual direta, peroxidagao lipidica
das membranas celulares, carbonilacao das proteinas, citoesqueletdlise e alteracdes
do DNA. (FERRO et al., 2010)

Este modelo esta presente em situagdes clinicas variadas onde se impéem
periodos de isquemia seguidos por reperfusdo, como choque hipovolémico, sepse,

oclusdes arteriais agudas, cirurgias reconstrutivas, e grandes traumas em geral.

2.1.7 Alopurinol

Com a reperfusdo, a hipoxantina acumulada é oxidada em xantina pela
xantina oxidase (XO) e a xantina é transformada em &cido urico. Nessa reacdo a XO
transfere elétrons para o oxigénio molecular, gerando radicais livres instaveis: radical
superéxido (O%), o peréxido de hidrogénio (H.O>) e o radical hidroxila (OH-). Logo a
acao da XO gera radicais livres do oxigénio nos tecidos reperfundidos, potenciais
causadores da lesdo I/R (GOMES et al., 2007; CUNHA et al., 2005)

O alopurinol é um inibidor seletivo das etapas terminais da biossintese de
acido Urico. Sua acao como protetor tecidual da lesao I/R tem sido demonstrada
experimentalmente.(ANDRADE et al., 2001; FORMIGLI et al., 1997) O alopurinol e
seu metabdlito principal, a aloxantina, sao inibidores competitivos e néo
competitivos, respectivamente, da enzima xantina-oxidase, sendo esta inibigdo seu
principal efeito farmacolégico. A aloxantina possui uma permanéncia longa nos
tecidos e &, indubitavelmente, responsavel pela maior parte da atividade
farmacolégica da droga (RHODERN,1998; ZAGER et al., 1989), o que leva a uma
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menor producdo do radical superdxido. Além disso, a aloxantina ou oxipurinol,
mostrou-se um potente “neutralizador” do radical hidroxila, maior responsavel pela
peroxidacéao lipidica da membrana celular (SILVA et al., 2004; CUNHA et al., 2005;
FERRO et al., 2010).

Os efeitos mais pronunciados do alopurinol residem, portanto, na sua
capacidade de inibir a geracdo de espécies ativas do oxigénio, no periodo
reperfusional, tendo em vista ser a enzima xantina-oxidase aceptora de elétrons e,
portanto, capaz de formar o radical superdxido, hidroxil e per6xido de hidrogénio
(GREENE et al.,1992).

2.1.8. P6s condicionamento isquémico

Em 1986, duas publicacdes trouxeram um grande avanco para o tratamento
da sindrome de isquemia e reperfusdo. A primeira delas foi a de Parks e Granger
(GRANGER et al., 1986), demonstrando que a reperfusdo é mais lesiva do que a
isquemia isoladamente, promovendo uma grande mudanca nos conceitos vigentes e
dando inicio a inUmeros estudos que vieram elucidar a fisiopatologia da isquemia e
reperfusdo. A segunda publicacao de grande importancia foi a de Murry (MURRY et
al. 1986), que trouxe o conceito do pré condicionamento isquémico (PrCl) como
forma de minimizar as lesbées de isquemia e reperfusdo. Estes autores descreveram
o efeito benéfico de curtos periodos de oclusdo coronaria seguidos também por
curtos periodos de reperfusdo, antes de se iniciar a fase de isquemia propriamente
dita, observando reducao na lesdo miocardica isquémica em caes.

Entretanto, existem situacbes em que a isquemia é identificada ja quando as
lesbes estdo instaladas, ndao havendo oportunidade para emprego do pré
condicionamento.

Em 2003, foi apresentado o conceito do pés-condicionamento isquémico
(PCIl), que consiste na realizacdo de um ou mais ciclos curtos de reperfusao
seguidos por um ou mais ciclos curtos de isquemia, imediatamente apés a fase de
isquemia e antes de se dar a reperfusdo permanente. Estes autores demonstraram

que o PCI foi tao eficaz quanto o PrCl na prevencao das lesbes de reperfuséo,
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demonstrando experimentalmente em cédes que o pdés-condicionamento isquémico
reduzia a area com infarto do miocéardio. (ZHAO et al., 2003; WEVER et al., 2011)

Este estudo levou a outros trabalhos que de forma semelhante tém
demonstrado a capacidade do PoCl de prevenir as lesdes de isquemia e reperfusao,
tanto quanto o PrCl (SCHIPKE et al., 2006). Estudos subsequentes confirmaram a
presenca do mesmo comportamento em outros modelos com miocardio de animais
in vivo (coelhos (YANG et al., 2004), ratos (KIN et al, 2004)) e ex vivo (coelhos
(YANG et al., 2005), ratos (TSANG et al., 2005), camundongos (HEUSH et al,,
2006).

Neste trabalho procuramos analisar os efeitos sistémicos e a distancia do foco
de isquemia, diferentemente do modelo usual adotado de isquemia, com estudo das
alteracoes no segmento isquemiado. Se confirmada a eficacia do PCi em ratos, este
podera ser um grande avanco no tratamento da isquemia e reperfusdo, uma vez que
€ muito frequente fazer-se o diagnéstico das lesbes deste processo quando a

isquemia ja ocorreu e, entao, nao haveria espaco para utilizacéo do PrClI.
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3. OBJETIVOS

Estudar os efeitos do antioxidante alopurinol e do pds condicionamento
isquémico, sobre as consequéncias deletérias da isquemia seguida de reperfusao

em um modelo de isquemia padronizado em membros caudais de ratos

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizar a técnica de pés-condicionamento em ratos Wistar ap6s isquemia
da artéria aorta infra-renal;

- Em ratos submetidos a isquemia seguida de reperfusao, tratados ou ndo com
alopurinol e/ou pds condicionamento isquémico foram analisados os seguintes
parametros:

1. Capacidade antioxidante total do soro;
2. Ureia, creatinina, creatinofosfoquinase total, lactato, transaminase
oxalacética e transaminase piravica no soro;

3. Alteracdes histoldgicas no intestino delgado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 35 ratos da linhagem Wistar, fémeas (DIDONE et al., 2002),
com aproximadamente 3 meses e peso variando de 250 a 300 g provenientes do
Biotério da Universidade Estadual de Ponta. Os animais foram mantidos no biotério
da UEPG, com seis animais por gaiola, com agua e alimento a vontade, que eram
trocados diariamente. Durante os procedimentos cirurgicos os animais foram
encaminhados para o Laboratério de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental ou
laboratério multidisciplinar, bloco M, UEPG.

Todos os procedimentos envolvidos nesse estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da UEPG, sob o nimero 38/2014 e 29/2015.

4.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apos anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia ampla do abdome,
fixados em decubito dorsal e submetidos a antissepsia com alcool iodado. Foi entao
procedida uma laparotomia por incisdo mediana xifopubica com abertura de todos os
planos da parede abdominal e exposicdo da cavidade abdominal. As algas
intestinais foram tracionadas para fora da cavidade peritoneal e protegidas com
gazes esterilizadas umedecidas em solugdo salina isotbnica. O peritbnio parietal
posterior foi dissecado e a veia cava separada da aorta infra-renal. Os grupos B, C,
D e E sofreram oclusdo aoértica por duas horas, com dupla lacada de vessel loop.
Durante este periodo as alcas intestinais foram recolhidas para a cavidade
abdominal e umedecidas com gazes em solucdo salina isotdnica estéril para evitar
perda de liquido por evaporagdao. Apds o periodo de isquemia, os clampes foram
retirados e o fechamento da ferida cirurgica foi feito por sutura continua, em dois
planos. O grupo A nao sofreu processo de isquemia, foi feito apenas a dissecc¢ao da

aorta infra-renal, manutencgao por 2 horas (tempo médio para realizacao de cirurgia e
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isquemia nos outros grupos) e fechamento da ferida cirargica. Os animais foram
entdo encaminhados ao biotério e mantidos com agua e alimentacao a vontade.

Apébs 72 horas, os animais foram anestesiados com quetamina e xilasina (75
e 10 mg/kg, respectivamente). Foi realizada coleta de cerca de 5 ml sangue, sem
heparina, por pungéo da artéria carétida com auxilio de dispositivo intravenoso do
tipo cateter plastico sobre agulha (abocath). O animal foi sacrificado por
exsanguinacdo e o abdome foi aberto para retirada do intestino delgado, que foi
identificado e recebeu preparo para analise histoldgica.

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos, com a

previsao inicial de se manter 7 animais por grupo.

- Grupo A (Sham): animais que ndo foram submetidos a isquemia. Foi procedida a
laparotomia e dissec¢do da aorta abdominal infra-renal, seguido do fechamento 2
horas depois;

- Grupo B (Isquemia/reperfusdao unica): animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico com 2 horas de isquemia e retirada dos clampes para

reperfusdo apenas uma vez;

- Grupo C (alopurinol/isquemia/reperfusao unica): animais receberam, por
gavagem com sonda rigida, dose de 100 mg/kg de alopurinol, uma hora antes do
procedimento cirurgico, depois foram submetidos a 2 horas de isquemia e retirada

dos clampes para reperfusao apenas uma vez;

- Grupo D (isquemia/PCIl): animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico,
com 2 horas de isquemia e reperfusdo. Entre a isquemia e a reperfusdo foram
realizados trés ciclos de reperfusédo (dois minutos cada) intercalados com trés ciclos

de isquemia (dois minutos cada);
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- Grupo E (alopurinol/isquemia/PCIl): animais receberam, por gavagem com sonda
rigida, dose de 100 mg/kg de alopurinol, uma hora antes do procedimento cirurgico,
depois foram submetidos a 2 horas de isquemia e reperfusdo. Entre a isquemia e a
reperfusdo foram realizados trés ciclos de reperfusdo (dois minutos cada)
intercalados com trés ciclos de isquemia (dois minutos cada);

4.4 CALCULO DO N AMOSTRAL

O calculo amostral foi realizado com base em ensaios piloto com grupos
contendo um N amostral de 3 animais, sendo adotado um nivel de significancia de
a=0,05, para os 5 grupos experimentais (Sham, reperfusdao Unica,
alopurinol/reperfusdo unica, PCl e Alopurinol/PCl). Os calculos foram realizados com
base na média e desvio padrao, estabelecendo um poder do teste em 80%. Assim, 0
tamanho amostral foi estabelecido com base nas variaveis obtidas com a dosagem
de lactato. Assim foi obtido com n=3/grupo (tamanho do efeito de 1,17) o poder do
teste foi 83%. Desta forma, optamos por um tamanho amostral de 7 animais por
grupo, considerando a possibilidade de reducdo do N durante os procedimentos
(figura 2). Todos os calculos foram realizados utilizando o programa GPower 3.1
(FAUL et al., 2007).
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FIGURA 2. Valores do poder do teste em relacdo ao tamanho amostral. Print screen

de tela do programa GPower 3.1.
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Os animais foram anestesiados com a associag¢do de quetamina e xilasina, 75

mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, administradas por via intraperitoneal. A

manutencdo da anestesia durante o procedimento cirurgico foi realizada utilizando

1/2 ou 1/3 da primeira dose, por via intramuscular.

4.6 ANALISES BIOQUIMICAS

As amostras foram acondicionadas em tubos de 15 ml sem anticoagulante,

deixadas em repouso por 10 minutos para permitir coagulacdo. Em seguida foram

centrifugadas por 10 min a 3000 rpm. O soro foi coletado e armazenado em ultra
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freezer a - 70°C, até o momento das andlises. O mesmo foi dividido em 3 partes.
Uma aliquota foi encaminhada ao laboratério escola da UEPG, para realizacdo dos
ensaios de ureia, creatinina, AST e ALT. Outra aliquota foi enviada ao laboratério
de analises quimicas LAPAC de Ponta Grossa para dosagem de CK e o lactato. A
terceira aliquota foi utilizada para determinacdo da capacidade antioxidante total
com a colaboragéo do grupo do professor José Carlos Vellosa na UEPG.

4.6.1 Ureia

A Ureia é o produto final nitrogenado proveniente do catabolismo das
proteinas. Estados associados com elevados niveis de ureia no sangue sao
referidos a hiperuremia ou azotemia. (THOMAS, 1998) A ureia foi dosada através
do kit Ureia UV (Kovalent do Brasil Ltda., Sdo Gongalo — RJ), no equipamento
Selectra Junior automatizado.

O principio deste kit € a hidrélise da ureia a aménia pela urease. A amoénia
reage com 2-Cetoglutarato e NADH em reacdo catalisada pela glutamato
desidrogenase promovendo a oxidacao do NADH a NAD. A consequente reducéo da

absorbancia medida a 340nm € proporcional a concentracéo de ureia.

Uréia + 2H,0— == _,oNH,* + 2HCO,"

2-Oxoglutarato + NH,* + NADH—=2" 5| - Glutamato + NAD* + H,O

4.6.2 Creatinina

A creatinina é um produto de degradacao da creatina, excretada pelos rins,
principalmente pela filtragdo glomerular. O aumento dos valores de creatinina no
plasma sempre indica diminuicdo da excrecdo, ex. funcdo renal prejudicada.
(NEWMAN, 1999)

A creatinina foi dosada através do kit Creatinina (Kovalent do Brasil Ltda., Sdo
Gongalo — RJ), no equipamento Selectra Junior automatizado. O método utilizado

por este kit é cinético sem desproteinizacdo de acordo com o método Jaffé. De
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acordo com este método, a creatinina forma um complexo colorido laranja-
avermelhado em uma solucédo picrato alcalino. A diferenca de absorbancia em
tempo fixo durante a conversao é proporcional a concentragdo da Creatinina na

amostra.

Creatinina+ Acido Plerico —s CumplemPicram Creatinina

4.6.3 Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT)

Alanina Aminotransferase (ALAT/ALT) formalmente chamada Transaminase
Glutdmica Pirdvica e Aspartato Aminotransferase (ASAT/AST), formalmente
chamada Transaminase Glutdmica Oxalacética sdo as mais importantes enzimas
representativas do grupo de enzimas, de Aminotransferase ou Transaminase, o qual
catalisa a conversao dos acidos a-ceto em amino pela transferéncia do grupo amino.
Como a ALAT é uma enzima especifica do figado, ela somente é elevada
significativamente em doencas hepatobiliares. Aumento dos niveis de ASAT,
entretanto, pode ocorrer em conexdo com danos no coragdo ou musculos
esqueléticos bem como do parénquima hepatico. A medicdo paralela da ALAT e
ASAT é, portanto, aplicada para distinguir danos do figado e coracdo e da
musculatura esquelética (BERGMEYER, 1977).

A AST e ALT foram dosadas através dos kits TGO (AST) e TGP (ALT),
respectivamente (Kovalent do Brasil Ltda., Sdo Gongalo — RJ), no equipamento
Selectra Junior automatizado. E um método UV otimizado de acordo com IFCC
(Federacéao Internacional de Quimica Clinica e Medicina Laboratorial).

Principio dos testes:

AST

L-Aspartato + 2-Oxoglutarato < ASAT L | _Glutamato + Oxalacetato

Oxalacetato + NADH + H* «MDH .| Malato + NAD*
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ALT

L-Alanina + 2-Oxoglutarato SAAT | Glutamato + Piruvato

Piruvato + NADH + H* « P8 5 D | actato + NAD*

4.6.4 Creatina quinase (CK)

Creatina quinase (CK) é uma enzima que consiste de isoenzimas
principalmente do musculo (CK-M) e o cérebro (CK-B). CK existe no soro na forma
de dimero como CK-MM, CK-MB, CK-BB e como macroenzima. Valores elevados de
CK sédo observados em danos ao musculo cardiaco e doencas do musculo
esquelético (THOMASSIAN et al., 2007).

A CK foi dosada através do kit CK-NAC (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.
- Estados Unidos), no equipamento Advia® 1200. E um teste UV otimizado de acordo
com DGKC (Sociedade Germanica de Quimica Clinica) e IFCC (Federacao

Internacional de Quimica Clinica).

Principio do teste:
Creatina Fosfato + ADP <« Creatina+ ATP
Glicose + ATP «——» Glicose - 6 -fosfato + ADP

Glicose -6 - fosfato + NADP® « 5520,
6 -Fosfo-Gluconolactona + NADPH +H*

4.6.5 Lactato

Lactato é o produto final da glicélise anaerébica e é utilizada como indicador
para o estado de oxigenacdo em tecidos celulares. (DAVID et al.,1999)

O lactato foi dosado através do kit Lactato (Kovalent do Brasil Ltda., Sao
Gongalo — RJ), no equipamento Selectra Junior automatizado. O método é UV
enzimatico utilizando Lactato Desidrogenase (LDH).

Principio do teste:
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L-Lactato + NAD" <22 sPiruvato + NADH+H*

4.7 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

A capacidade antioxidante total (CAT) foi mensurada através do método que
se baseia no desaparecimento da cor caracteristica de um radical catibnico mais
estavel, o 2,2"-azinobis 3—etilbenzotiazolina—6—acido sulfénico (ABTS). O radical
monocation pré-formado de ABTS (ABTS™) é gerado pela oxidagdo com persulfato
de potéassio. A solugéo estoque de ABTS™ foi diluida com agua deionizada até obter-
se uma absorbancia proxima de 0,70 em 734nm. Em seguida, a amostra (soro) foi
adicionada ao ABTS oxidado e a absorbancia medida novamente. Antioxidantes
presentes na amostra capturam o radical cation em um grau proporcional as suas

concentragdes. O resultado foi expresso como porcentagem de radical capturado.

4.8 ANALISES HISTOLOGICAS

Segmentos do intestino delgado de animais de todos os grupos foram
coletados 72 horas apds o procedimento cirargico e fixados em ALFAC (85% de
etanol 80%, 5% de &cido acético glacial, 10% de formol) por 16 horas. Em seguida
os tecidos foram desidratados em banhos consecutivos de etanol e diafanizados
com xilol. Os tecidos foram entdo incluidos em parafina e cortados em micrétomo
(seccbes de 5 micrometros), acondicionados em laminas de vidro e corados com
Hematoxilina e Eosina. Todo o processamento histologico foi realizado no
Laboratério de Histotécnica da UEPG, bloco M, laboratério 60.

Os cortes foram analisados, fotografados e classificados de acordo com grau
de lesao tecidual segundo Chiu e colaboradores (1970), com todas as amostras
sendo analisadas e classificadas independentemente por dois examinadores em

separado e de modo cego:
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- Grau 0: mucosa normal, sem alteracoes

- Grau 1: vilosidades bem constituidas, sem processo inflamatério, mas com
formacgao de espaco subepitelial;

- Grau 2: formacao de espaco subepitelial e espacamento aumentado entre
as vilosidades e presenca de lise celular;

- Grau 3: destruicdo da porcao livre das vilosidades, capilares dilatados e
componente inflamatério

- Grau 4: destruicao estrutural das Vvilosidades, material necrético,
componente inflamatério, hemorragia e ulceracao glandular basal;

- Grau 5: destruicdo de toda a mucosa, auséncia de estrutura glandular,

apenas material amorfo sobre a camada submucosa.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdao da média
(S.E.M), para os ensaios bioquimicos, de capacidade antioxidante total. Os dados
apresentaram distribuicdo normal e variancias homogéneas, estas condicées foram
verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. A andlise
estatistica foi realizada pela Anélise de Variancia de uma via (ANOVA de uma via )
seguida pelo teste post-hoc de Tukey ou Dunnett. O nivel de significancia aceito
para os testes foi de P<0,05. Todos os testes foram realizados utilizando o software

estatistico GraphPad Prism (versdo 5.01, San Diego, Califérnia, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O clampeamento adrtico executado no reparo aberto de aneurismas da aorta
e nas lesGes vasculares periféricas estd associado as alteragdes hemodinamicas
que acarretam lesdo de Isquemia/Reperfusédo (I/R). Frequentemente presente em
situacoes peri operatérias, os disturbios metabdlicos durante a isquemia tem
importante papel na morbimortalidade hospitalar, porém evidéncias clinicas
experimentais demonstram que os principais eventos que levam a disfuncdes celular
e tecidual relacionam-se com a subsequente reperfusao dos tecidos isquémicos, que
embora seja condigdo sine qua non para manter a viabilidade dos sistemas e
manutencdo da vida, produz o agravamento das lesdes preexistentes, efeito
paradoxal da reoxigenacao que se deve as acOes dos radicais livres de oxigénio
(ROCHA et al., 2012). Estes danos ja foram estudados através de diversos modelos
experimentais baseados em pingamento do pediculo vascular mesentérico (UYGUN
etal., 2011).

A mortalidade relacionada as cirurgias vasculares de grande porte ainda é
problema que preocupa os cirurgides em todo o0 mundo. As cirurgias em artérias
periféricas podem ter evolugcdo ndo favoravel, com uma mortalidade que pode
chegar a mais de 10% (YASSIN et al.,, 1996). A cirurgia para correcao aberta de
aneurisma de aorta abdominal cursa com mortalidade em torno de 1% a 10% nos
melhores centros mundiais (KATZ et al.,1994). Para simular tal situacéo clinica foi
adotado o modelo experimental de I/R por Stalke, com clampeamento da aorta infra-
renal e isquemia dos membros caudais de ratos Wistar (STALKE, 2001). O rato foi
escolhido como modelo, pois apresenta as vantagens da semelhanca genética, o
baixo custo, facilidade de obtencédo e a praticidade de se executar o modelo de
isquemia escolhido. O nimero de animais foi autorizado pelo Comité de Etica
considerando a prerrogativa de utilizar o menor numero capaz de determinar
resultados significantes para o tipo de estudo, totalizando trinta e cinco animais
aleatoriamente distribuidos nos cinco grupos

O dano da reperfusao pode ser local ou sistémico e causado pela liberacéo
de diversos subprodutos do estresse oxidativo, bem como de outros mediadores
humorais. Trata-se de reagdo complexa, explosiva cuja peroxidagdo das membranas
e a carbonilacdo de proteinas promovem o desarranjo das estruturas celulares

(membranas, citoesqueleto, nucleo) e comprometimento da respiragao mitocondrial
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e da geracao energética (ROLIM et al., 2007). Obviamente, quanto maior o periodo
de isquemia, maiores serdo as alteragbes celulares irreversiveis. Neste estudo,
conforme descrito anteriormente, o tempo de clampeamento e consequente
isquemia foi de 2 horas seguidos de reperfusao e coleta de amostras 72 horas apés.
Embora ndo exista padronizacdo dos tempos de isquemia e reperfusdo essenciais
para a ocorréncia de lesdes teciduais, fato ja notado por Silveira (SILVEIRA et al.,
2004). A escolha pela isquemia de 120 minutos baseou-se em técnica bem
consolidada. Schoenberg e Berger definiram que em uma hora de isquemia a
mucosa intestinal ja possuia danos importantes e, com duas horas, os danos ja
seriam irreversiveis, varios estudos foram desenvolvidos, geralmente com o tempo
variando de uma a duas horas de isquemia. (SCHOENBERG et al., 1993)

Em varios estudos experimentais, modelos de isquemia cardiaca, o PoCl tem
apresentado resultados semelhantes ao PrCl na prevencao das lesdes resultantes
do processo de isquemia e reperfusdo (SANTOS et al, 2009). Donato e
colaboradores (2004) utilizando coragdes isolados de coelhos e realizando o PoCl
com dois ciclos de reperfusao e isquemia de 30 segundos cada, concluiram que o
PoCl reduziu o tamanho do infarto na mesma magnitude que o PrCIl, sem modificar
a disfuncao ventricular p6s-isquémica (DONATO et al.,2004). Em outro estudo, o
PoCl foi capaz de minimizar a area de infarto em comparacdo ao grupo controle,
realizando-se quatro ciclos de reperfusédo e isquemia com duragdo de 30 segundos
antes de se dar a fase de reperfusdo (DARLING et al., 2005). O PoCl foi tédo eficaz
quanto o PrCl na prevencao das lesdes decorrentes do processo de isquemia e
reperfusdo coronariana em ratos, desde que o tempo de isquemia nao ultrapasse 45
minutos (TANG et al, 2006). E em medula espinhal de coelhos submetidos a
isquemia e reperfusdo (HUANG et al.,2007). O método ja foi também analisado em
seres humanos, onde foi relatado seu efeito benéfico realizando reperfusédo
intermitente durante angioplastia em pacientes com infarto agudo do miocardio,
tendo observado reducdo da injuria miocardica (STAAT et al., 2005). Outro estudo
experimental em seres humanos observou efeito protetor do PoCl, quando
provocaram isquemia transitéria no membro superior seguida de reperfusao
(LOUKOGEORGAKIS et al., 2006).

Embora o mecanismo envolvido na protecdo do PoCl no processo de
isquemia mesentérica nao esteja elucidado, Santos e colaboradores (2009)
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sugeriram que o aporte de oxigénio realizado de forma controlada, no tecido
isquemiado pode estar relacionado a uma reducdo significativa nos niveis de
malondialdeido e produtos relacionados a peroxidagao lipidica e menor injuria
mediada por oxidantes. O pico de producdo de ERO ocorre entre o primeiro e 0
sétimo minuto apdés o inicio da reperfusdo, embora sejam detectaveis tais
substancias em periodos mais tardios (DARLING et al., 2005) O PoCl age nesta
fase de forma ainda n&o totalmente esclarecida, provavelmente atenuando a
producédo de ERO pela liberacdo paulatina de oxigénio aos tecidos (KIN et al., 2004).
Por este motivo, realizou-se no presente estudo o PoCl logo apds a isquemia,
realizando-se 3 ciclos de 2 minutos de reperfusdo intercalados com 3 ciclos de
isquemia de 2 minutos.

Evidéncias apontam fortemente para um importante papel da xantina oxidase
como fonte dos ERO nesse processo, uma vez que se conhece o seu desempenho
na patogénese das lesdes de isquemia-reperfusdo, principalmente em intestinos
(GRANGER et al., 1981). Tanto a inibicdo da xantina oxidase com oxipurinol quanto
a sua deplecdo com uma dieta deficiente em molibdénio e suplementada por
tungsténio foram capazes de atenuar o aumento da permeabilidade microvascular
no processo de isquemia-reperfusdo. (SMITH et al., 1989). Ainda caracterizando e
tentando confirmar o aumento da permeabilidade microvascular como decorrente da
atuacdo de radicais livres lesivos, mais especificamente do radical hidroxila,
provocaram uma isquemia de duas horas, seguida por 30 minutos de reperfusdo, em
musculos esqueléticos de ratos. Utilizando a desferroxiamina e a apotransferrina
como pré-tratamento, os autores buscaram evitar a formacédo do radical hidroxila
produzido através da reacao de Haber-Weiss (ou de Fenton), que utiliza o ferro com
esse fim. Observou-se, entdo, uma grande atenuacdo do aumento da
permeabilidade microvascular, e o radical hidroxila foi mais uma vez confirmado
como bastante lesivo.

Durante a isquemia, ocorre aumento da atividade da fosfolipase A2, o influxo
de Ca2+ intracelular e a conversao da xantina desidrogenase na forma oxidase. Na
reperfusdo a hipoxantina acumulada é oxidada em xantina pela XO e a xantina é
transformada em acido urico. Nessa reacgdo a XO transfere elétrons para o oxigénio
molecular, gerando radicais livres instaveis: radical superéxido (O2-), o peréxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH-). Logo a acédo da XO gera radicais livres
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do oxigénio nos tecidos reperfundidos, potenciais causadores da lesédo I/R (CUNHA
et al., 2005).

A busca por uma droga que reduza a liberagcdo de espécies reativas do
oxigénio, bem como a tentativa de limitar a resposta inflamatéria constitui uma
hipbtese para o controle das lesbes de isquemia e reperfusdo. Estudos
experimentais tém sido realizados com o intuito de verificar a eficdcia do uso de
substancias antioxidantes no sentido de prevenir ou atenuar as lesées decorrentes
da isquemia e reperfusdo, a saber: vitamina E, acido ascérbico, deferoxamina, a
estreptoquinase, o alopurinol, os sais de magnésio, os aminoesterdides, 0s
quelantes de ferro e os antiinflamatérios ndo esteroides, substancias varredoras de
radicais livres “scavengers”. O alopurinol apresenta uma estrutura analoga a da
hipoxantina, agindo como inibidor da enzima XO, o que leva a uma menor produgao
do radical superéxido, um dos causadores do estresse oxidativo(FERRO et al.,
2010).

Os efeitos benéficos do alopurinol e outros agentes antioxidantes foram bem
documentados em modelos de isquemia e reperfusdo de retalhos facio cutaneos em
ratos e porcos (PRADA et al., 2002). Em isquemia de membros foi observada uma
taxa de viabilidade de 60% em membros isquémicos de ratos por 6 horas e
administracao de alopurinol (CONCANNON et al., 1991), e observada redugcédo na
pressdao compartimental de membros amputados em ratos com isquemia de tempos
variados e administracdo de alopurinol (FERRARI et al., 1996). Peralta e
colaboradores (2002) no seu estudo com pré condicionamento com isquemia
observaram que a inibicdo da xantina-oxidase com alopurinol atenua o dano
inflamatério no pulmao apos isquemia e reperfusao hepatica.

Realizamos analises bioquimicas nos soros dos animais submetidos a
isquemia seguido por reperfusdo unica, PCI ou tratados previamente com alopurinol.
Embora os resultados da andlise dos niveis séricos de ureia ndo tenha apresentado
diferenca significativa entre os grupos (FIGURA 3, painel A) a dosagem de creatinina
dos ratos do grupo B, submetidos apenas a isquemia e reperfusao Unica, obtiveram
valores significativamente mais altos em relacdo ao grupo SHAM, comprovando a
eficacia do modelo de isquemia utilizado, demonstrando que pode ter sido
desencadeado algum nivel de lesdo renal. Os grupos reperfusdo repetida e
reperfusao repetida + alopurinol apresentaram reducéo dos valores de creatinina em
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relacdo ao grupo reperfusdo Unica, apresentando valores semelhantes ao grupo
SHAM. O grupo alopurinol + reperfusdo unica embora tenha apresentado diminuicao
em relacdo ao grupo de isquemia, ndo alcancou diferenca estatistica (Figura 3,
painel B).

FIGURA 3 - Avaliacdo dos marcadores plasmaticos de ureia e creatinina.
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Fonte: o autor

Nota: O sangue dos animais foi coletado 72 horas apéds a realizagao do procedimento cirurgico para
quantificacdo dos niveis plasmaticos de ureia (painel A) e creatinina (painel B). ANOVA de uma via e
pés teste de Tukey * e **p<0,05, comparado com o respectivo grupo Reperfusdo Unica; #p<0,05,
comparado com o grupo SHAM.

Sabe-se que a creatinina é produzida a partir da fosfocreatina muscular,
dependendo, portanto, do metabolismo das células musculares, sendo pouco
afetada pela dieta. Ja a ureia tem seus niveis sanguineos alterados de acordo com o
tipo e a quantidade de alimentagdo. Portanto, os niveis séricos de creatinina sao
mais confidveis que 0s niveis séricos de ureia para a avaliacdo da lesdo renal
(PERCARIO, 2010). Como n&o houve reducdo da perfusdo renal nem obstrugdo
pds-renal durante os experimentos e 0s animais receberam a mesma dieta, é
possivel que as flutuacbes na uremia estejam relacionadas ao grau de desidratacao
sofrido pelos animais durante os experimentos. Os valores de creatinina dos ratos

dos grupos pés condicionamento isquémico indicaram efeito protetor desta técnica
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na lesdo de isquemia e reperfusao, tendo os seus niveis bem préximos ao do grupo
SHAM. Portanto, assim como o pré condicionamento isquémico que inicialmente foi
descrito em isquemia miocardica e depois foi introduzido no estudo de isquemia e
reperfusdo para outros tecidos, o pds-condicionamento segue 0 mesmo caminho
(SCHIMIDT et al., 2007).

A lesédo hepéatica pode ser avaliada a partir do nivel das enzimas hepaticas, a
alanina e a aspartato transaminase (ALT e AST), que acima do normal, indicam
algum nivel de dano hepatico (JESCHKE et al.,, 2001). Essas enzimas sdo ainda
consideradas os marcadores mais sensiveis da lesdo isquémica no figado por
apresentarem altas concentracdes nesse 6rgao (GIANNINI et al., 2005). Em tempos
variados de isquemia hepatica, é possivel verificar um aumento significativo da ALT
e AST em grupos isquémicos em relagdo ao controle. Boin e colaboradores (2006)
verificaram aumento da ALT (1013 UI/L) apds 15 minutos de reperfusdo apos
isquemia hepatica de 90 minutos em ratos Wistar (BOIN et al., 2006). Neste estudo,
os niveis de ALT e AST (Figura 4, painéis A e B) foram alterados pela inducao de
isquemia e reperfusdo Unica, demonstrando que o modelo provavelmente foi capaz
de induzir algum nivel de lesdo hepatica. O tratamento com alopurinol, o Pds
condicionamento Isquémico, assim como O grupo com associacao das duas
abordagens apresentou valores das enzimas similares ao grupo Sham, ou seja, um
retorno aos valores normais, corroborando os efeitos protetores do antioxidante e do

pds condicionamento.

Santos e colaboradores (2010) em um estudo de isquemia hepatica (60 min)
seguido por reperfusdo, demonstrou que animais submetidos ao procedimento de
pds condicionamento isquémico apresentaram reducado significativa nos niveis de
AST e ALT. Animais do grupo isquemia com reperfusdo Unica apresentaram meédia
de TGP 355 U/L enquanto que o grupo submetido ao p6s condicionamento (3 ciclos
de isquemia/reperfusdo, de 30 segundos cada) apresentaram média de 175 U/L.

Nesse mesmo estudo também houve reducao significativa nos niveis de TGO.
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FIGURA 4 - Avaliacdo dos marcadores plasmaticos de AST e ALT
Fonte: o autor

Nota: O sangue dos animais foi coletado 72 horas apéds a realizagdo do procedimento cirdrgico para
quantificacdo dos niveis plasmaticos de TGO (AST) (painel A) e TGP (ALT) (painel B). ANOVA de
uma via e pds teste de Tukey. *p<0,05, comparado com o respectivo grupo Reperfusdo Unica;
#p<0,05, comparado com o grupo SHAM.

A creatinofosfoquinase (CPK) é uma enzima encontrada em alta
concentracdo no musculo esquelético, miocardio e cérebro. Seus niveis aumentam
proporcionalmente com o desenvolvimento de alteragdes musculares degenerativas
(PEDRINI et al., 1994). Alguns autores evidenciaram que os niveis de CPK se
elevam significativamente apés 2 horas de isquemia muscular (PUNCH et al., 1992).
Altos valores desta enzima usualmente refletem necrose muscular avangada.
Conforme outros estudos experimentais, a CPK desaparece muito mais lentamente
que outros metabdlitos séricos como a mioglobina. Em casos de isquemia
moderada, as concentracdes séricas de CPK podem-se elevar a 1000 ou 2000 Ul/I,
retornando a niveis normais 10 a 12 dias apds a revascularizagdo (PEDRINI et al.,
1994). Em relagdao a dosagem de CPK (FIGURA 5) houve uma grande variacéo de
resultados entre os grupos, ndo permitindo a obtencdo de dados com distribuigao
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normal e varidncias homogéneas. Tal variagdo pode ser atribuida as doses de
manutencdo anestésica que eram administradas via intramuscular nos membros
superiores. Acreditamos que todos os animais apresentaram algum nivel de lesédo
nos musculos desses membros pois foi observado um numero significativo de
animais que evoluiram com plegia e impoténcia funcional de tais membros apds o
procedimento cirurgico. Caso os experimentos venham a ser repetidos uma via

alternativa de anestesia devera ser utilizada para evitar esses eventos.

FIGURA 5 - Avaliagcdo do marcador plasmatico creatinoquinase — CPK
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Fonte: o autor

Nota: O sangue dos animais foi coletado 72 horas apéds a realizagao do procedimento cirurgico para
quantificacdo dos niveis plasmaticos de creatinoquinase

Nesse estudo também dosamos os niveis de lactato de todos os grupos. O
lactato é produto do ciclo anaerdbico e seu acumulo correlaciona-se diretamente
com a duragéao e a intensidade da isquemia. Observando o grafico dos niveis de
lactato obtidos nesse trabalho (FIGURA 6), podemos perceber que os animais do
grupo isquemia apresentaram um aumento significativo de lactato quando
comparado aos animais sham. O grupo do alopurinol, demonstrou protecdo da acao
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dos ERO, porém sem significancia estatistica, o que poderia ser confirmado com um
N maior. O p6s condicionamento (reperfusdo repetida) e o grupo de péds
condicionamento + alopurinol preveniu o aumento deste marcador, ja que 0s niveis
de lactato desses grupos estao préximos dos niveis dos grupos sham. Considerando
que O grupo que recebeu apenas o tratamento com o alopurinol ndo apresentou
diferenca em relacdo ao grupo isquemia/reperfusdo Unica, acreditamos que no
ultimo grupo o pos-condicionamento foi a abordagem que realmente apresentou
resultado efetivo.

FIGURA 6 - Avaliacao do marcador plasmatico lactato
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Fonte: o autor

Nota: O sangue dos animais foi coletado 72 horas apéds a realizagao do procedimento cirurgico para
quantificacdo dos niveis plasmaticos de Lactato. Anova de uma via e pés teste de Tukey. *p<0,05,
comparado com o respectivo grupo isquemia; ##p<0,01, comparado com o grupo SHAM.

O lactato nao é considerado um marcador especifico de dano celular, mas
tem sido associado com eventos isquémicos na mucosa intestinal. Os niveis de
lactato permanecem elevados 72 horas depois de um evento de
isquemia/reperfusao intestinal em ratos (HEY et al, 2008). Sola e colaboradores
(2001) demonstraram que o evento de pré condicionamento em tecido intestinal

submetidos a isquemia antes de serem transplantados reduziu os niveis de liberacao
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de lactato, relacionado a uma reducdo no recrutamento de neutréfilos para o

intestino.

Além dos marcadores bioquimicos foi avaliado no soro dos animais de todos
0s grupos a capacidade antioxidante total (CAT). Na figura 7 é possivel observar que
0s animais submetidos a reperfusao repetida e submetidos a reperfusédo repetida +
alopurinol apresentaram aumento na CAT em relacdo ao grupo isquemia/reperfusao
Unica. Considerando que o grupo que recebeu apenas o tratamento com o alopurinol
nao apresentou diferenca em relagdo ao grupo isquemia/reperfusao Unica,
acreditamos que no ultimo grupo o pés-condicionamento foi a abordagem que

realmente apresentou resultado efetivo.

FIGURA 7 - Avaliagdo da capacidade antioxidante total — CAT
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Nota: O sangue dos animais foi coletado 72 horas apés a realizacdo do procedimento cirurgico para
quantificagdo dos niveis plasmaticos de capacidade antioxidante total. ANOVA de uma via e pos teste
de Dunnett. *p<0,05, comparado com o grupo reperfusdo unica.

A capacidade antioxidante total tem a finalidade de determinar a resposta do

organismo frente a producgéo de radicais livres ou formas reativas de oxigénio. Sabe-
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se que essa capacidade tem um limite e quando este é ultrapassado inicia-se um
processo de estresse oxidativo resultando em disturbios morfolégico-funcionais das
células acometidas (BOVERIS, 1998). Neto e colaboradores (2005) demonstraram
que a CAT é reduzida nos rins, musculos estriados esqueléticos e no soro de ratos
submetidos a eventos de isquemia reperfusdo de membros posteriores, em um
procedimento similar ao realizado em nesse trabalho.

Por ultimo foram realizadas andlises histolégicas de amostras de intestino
delgado dos animais de todos os grupos (FIGURAS 8 a 12). As laminas histol6gicas
foram analisadas utilizando o grau de lesao intestinal segundo Chiu e colaboradores
(1970) e os resultados foram sumarizados na Tabela 1.

Como resultado, obteve-se aumento das lesées no grupo de isquemia, o que
ficou evidente pela elevagcdo da mediana do grupo em questdo. Nos grupos do
Alopurinol, no grupo PCI e no grupo Alopurinol com PCI , observou-se um claro
efeito protetor, com medianas de 1, préximos ao do Sham, que foi 0, demonstrando
claro efeito protetor.

TABELA 1. Resultado da analise histolégica dos graus de lesdo das mucosas
intestinais segundo a classificacao de Chiu e colaboradores (1970)

Ratos Graus de Lesao da Mucosa Intestinal

SHAM  Reperfusdo Alo/Reperfusdao Reper.Repetida Alo/Reper.
Unica Unica Repetida

1 0 2 0 2 3

2 1 3 3 1 1

3 0 2 1 0 0

4 0 3 1 1 0

5 0 3 1 1 1

6 0 1 1 - -

7 1 - 1 - -

Mediana 0 2,5 1

FONTE: o autor

No presente estudo ficou demonstrada a capacidade do pds condicionamento

e do tratamento com alopurinol em minimizar os efeitos lesivos do processo de
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isquemia e reperfusdo mesentérica, uma vez que as medianas do grau de lesdo
foram significativamente menores que o grupo isquemia reperfusao Unica (Tabela 1).

Kacmaz e colaboradores (1999), estudando o Alopurinol como antioxidante na
isquemia e reperfusdo intestinal, obtiveram média 4,6 na classificagcao histolégica de
CHIU e colaboradores para o grupo controle (isquémico) e 1,8 para o grupo
Alopurinol. Estes autores utilizaram 5 ratos Sprague-Dawley em cada grupo e
mantiveram os animais por quarenta minutos de isquemia seguidos por quarenta
minutos de reperfusao

Sola e colaboradores (2000) comprovaram a capacidade do pré
condicionamento em minimizar os efeitos lesivos do processo de isquemia e
reperfusdo mesentérica. O pds condicionamento também tem apresentado
resultados semelhantes ao PrCl na prevencao de lesdes resultantes do processo de
isquemia/reperfusao, entretanto ainda poucas publicacbes possam ser encontradas.
Zhao e colaboradores (2003) em um estudo realizado com céaes, realizando ocluséo
da artéria descendente anterior esquerda por 60 minutos e 3 ciclos de
isquemia/reperfusao com ciclos de 30 segundos cada, apresentou area de infarto
significativamente menor que no grupo controle. Santos e colaboradores (2009) em
estudos com ratos submetidos a isquemia mesentérica de 30 minutos e 3 ciclos de
isquemia/reperfusdao com duracdo de dois minutos cada demonstrou significativa
reducao na intensidade de lesao tecidual na mucosa intestinal.

Enfim, todos os estudos acima citados confirmam a relacéo entre o estresse
oxidativo e o dano tissular e que ainda, o alopurinol inibindo a xantina-oxidase, e o
pds condicionamento inibem o referido dano, estando este estudo em concordancia

com a literatura, o delineamento e os achados.
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FIGURA 8. Fotomicrografia de corte histologico de intestino delgado de animal do
grupo A — SHAM, mostrando mucosa com vilosidades bem constituidas sem
alteracbes (Grau 0). As imagens identificadas pelo numero 1 apresentam aumento
de 100x e as pelo numero 2 de 400x.
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FIGURA 9. Fotomicrografia de corte histologico de intestino delgado de animal
grupo B — isquemia/reperfusao Unica, mostrando mucosa com destruicdo da porgcao
livre de vilosidades e de células inflamatérias (Grau 2 e 3). As imagens identificadas
pelo nimero 1 apresentam aumento de 100x e as pelo numero 2 de 400x.

Fonte: o autor
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FIGURA 10. Fotomicrografia de corte histolégico de intestino delgado de animal do
grupo C - alopurinol/reperfusdo Unica, mostrando mucosa com vilosidades bem
constituidas, sem processo inflamatério, mas com formagédo de espago subepitelial
(Grau 1). As imagens identificadas pelo numero 1 apresentam aumento de 100x e as
pelo numero 2 de 400x.

Fonte: o autor

FIGURA 11. Fotomicrografia de corte histolégico de intestino delgado de animal do
grupo D — isquemia/reperfusédo repetida, mostrando mucosa com vilosidades bem
constituidas, sem processo inflamatoério, mas com formacao de espaco subepitelial
(Grau 1). As imagens identificadas pelo numero 1 apresentam aumento de 100x e as
pelo nimero 2 de 400x.

Fonte: o autor
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FIGURA 12. Fotomicrografia de corte histolégico de intestino delgado de animal do
grupo E — Alopurinol/isquemia/reperfusdo repetida C - alopurinol/reperfusdo unica,
mostrando mucosa com vilosidades bem constituidas, sem processo inflamatorio,
mas com formacado de espaco subepitelial (Grau 1). As imagens identificadas pelo
nuamero 1 apresentam aumento de 100x e as pelo numero 2 de 400x.

Fonte: o autor
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6. CONCLUSOES

No modelo proposto neste estudo de isquemia e reperfusdo de membros
caudais, em animais submetidos a 2 horas de isquemia, demonstrou-se que em
relacdo ao grupo controle ocorreu aumento da creatinina, da AST, da ALT e do

lactato com aumento da lesdo na mucosa intestinal.

Os animais tratados com alopurinol, e/ou pds condicionamento isquémico,
apresentaram diminuicdo da creatinina, da AST, da ALT e do lactato, com
preservacao da capacidade antioxidante total. Além disso, houve reducdo das
lesbes de reperfusdo em mucosa intestinal. Assim sendo, o presente estudo sugere
que o alopurinol e mais notadamente o pds condicionamento exercem efeito protetor

aos danos causados pela isquemia reperfusdo, mas nao sua completa inibicao.
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8 . ANEXOS

8.1 ANEXO A - PROCESSO CEUA 038/2014

Py
u Ell”i il fl“miillll'
PRO-REITORIA ’DE PESQUISA E P(’)S-GRADUAC;\O
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA — 038/2014
Protocolo UEPG — 9816/2014

Titulo — Projeto de pesquisa “Efeito do alopurinol e do pés condicionamento na inibi¢ao do
traumatismo por reperfusao apoés isquemia da artéria infra-renala em ratos Wistar”.

Data de Entrada — 26/06/2014

Resultado: Aprovado

Data/Prazo — 26/06/2014 a 26/06/2016

Consideracgoes

Prezado Professora Dra. Katia Sabrina Paludo e mestrando Rafael Inacio Brandao:

Em relacao a utilizagédo de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a
CEUA deliberou pela sua aprovagéo, por dois anos, do uso de 30 (trinta) ratas.
APROVADO.

Ponta Grossa, 6 de outubro de 2014.

Atenciosamente,

PROPESP - CEUA -

Prof®. Dra

Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n® 4748, CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uvaranas
Ponta Grossa — Parana
Bloco da Reitoria - anexo a PROPESP
Fone: (042) 3220-3264
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8.2 ANEXO B - PROCESSO CEUA 029/2015

OE /"y
PR()—REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA — 029/2015
Protocolo UEPG — 11592/2015
Titulo — Processo 11592/2015 - "Efeito do Alopurinol e do pés-condicionamento na

inibi¢ao do traumatismo por reperfusio apo6s isquemia da artéria infra-renal em ratos
Wistar", solicita a autorizagdo para inclusdo de 20 animais. Interessada: Professora

Doutora Kéatia Sabrina Paludo.
Data de Entrada — 05/08/2015
Resultado: Aprovado

Data/Prazo — 10/08/2015 a 26/06/2016

Consideracées

Prezada Professora Doutora Katia Sabrina Paludo e mestrando Rafael Inacio Brandio:

Em relagdo a utilizagdo de animais no projeto de-pesquisa sob sua responsabilidade, a
CEUA deliberou pela sua aprovacio, do uso de 20 (vinte) ratos Wistar Fémeas.
APROVADO.

Atenciosamente,

Prof? Dr@ Maria Marta Loddi
Coordenadora

Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n” 4748, CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uvaranas
Ponta Grossa — Parana
Bloco da Reitoria - anexo a PROPESP Fone: (042) 3220-3264
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8.3 ANEXO C — PLANILHAS HISTOLOGICAS

Imagens histol6gicas dos animais do grupo A — SHAM

Fonte: o autor

Nota: Segmentos intestinais ressecados, fixados e submetidos ao processamento histoldgico e
coradas por hematoxilina-eosina. As letras referem-se aos diferentes animais. As imagens
identificadas pelo numero 1 apresentam aumento de 100x e as pelo numero 2 de 400x.



Continuagéo...
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Imagens histolégicas dos animais do grupo B — isquemia/reperfusao unica.

Fonte: o autor

Nota: Segmentos intestinais ressecados, fixados e submetidos ao processamento histolégico e
coradas por hematoxilina-eosina. As letras referem-se aos diferentes animais. As imagens
identificadas pelo numero 1 apresentam aumento de 100x e as pelo nimero 2 de 400x
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Imagens histolégicas dos animais do grupo B - isquemia/reperfusdao Unica.
Continuagéo...
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Imagens histolégicas dos animais do grupo C — alopurinol/reperfusdo Unica.
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Fonte: o autor

Nota: Segmentos intestinais ressecados, fixados e submetidos ao processamento histolégico e
coradas por hematoxilina-eosina. As letras referem-se aos diferentes animais. As imagens
identificadas pelo nimero 1 apresentam aumento de 100x e as pelo numero 2 de 400x



Imagens histolégicas dos animais do
Continuagéo...

grupo C — alopurinol/reperfuséo
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Unica.
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Imagens histolégicas dos animais do grupo D — isquemia/reperfusao repetida.

Fonte: o autor

Nota: Segmentos intestinais ressecados, fixados e submetidos ao processamento histolégico e
coradas por hematoxilina-eosina. As letras referem-se aos diferentes animais. As imagens
identificadas pelo nimero 1 apresentam aumento de 100x e as pelo numero 2 de 400x
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Imagens histolégicas dos animais do grupo D — isquemia/reperfusdo repetida.
Continuagéo...
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Imagens histologicas dos animais do grupo E — Alopurinol/isquemia/reperfusdo
repetida.

Fonte: o autor

Nota: Segmentos intestinais ressecados, fixados e submetidos ao processamento histolégico e
coradas por hematoxilina-eosina. As letras referem-se aos diferentes animais. As imagens
identificadas pelo numero 1 apresentam aumento de 100x e as pelo nimero 2 de 400x
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Imagens histologicas dos animais do grupo E — Alopurinol/isquemia/reperfusdo
repetida. Continuacao...




